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(57) Abstract: The invention relates to tissue regeneration and repair by cell transplant. More particularly, the invention concerns a 
method for preparing adult stem cells which preserves the diversity and plasticity of said cells. The invention also concerns the use 
^® of said stem cells obtained by the inventive extraction method for therapeutic uses, including gene and cell therapy. The inventive 



preparation method essentially consists in: cell extraction, mechanical dissociation, enzymatic dissociation, maintaining the cells 
obtained in a specific culture medium enabling preservation of diversity and plasticity, said method excluding cell culture. 

(57) Abrege : La presente invention se rapporte au domaine de la regeneration et la reparation tissulaire par transplantation cellu- 
laire. Plus particulierement, la presente invention vise un procSde" de preparation de cellules souches adultes qui preserve la diversity 
et la plasticity de ces cellules. La presente invention vise egalement 1' usage de ces cellules souches obtenues par le precede* d' extrac- 
tion propose dans des applications therapeutiques, dont la therapie g&iique et cellulaire.Le proceed de preparation selon F invention 
consiste essentiellement en : Textraction cellulaire, la dissociation mecanique, la dissociation enzymatique, le maintien des cellules 
obtenues dans un milieu de culture specifique permettant de preserver la diversity et la plasticity, ledit precede" excluant la mise en 
culture des cellules. 
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PROCEDE DE PREPARATION DE CELLULES SOUCHES ADULTES 
ANIMALES OU HUMAINES ET UTILISATION DESDITES CELLULES 

SOUCHES EN THERAPIE. 

5 DOMAINE DE LMNVENTION 

La presente invention se rapporte au domaine de la regenera- 
tion et la reparation tissulaire par transplantation cellulaire. Plus particuliere- 
ment, la presente invention vise un procede de preparation de cellules 
souches adultes qui preserve la diversite et la plasticity de ces cellules. La 

10 presente invention vise egalement I'usage de ces cellules souches obtenues 
par le procede ^'extraction propose dans des applications therapeutiques, 
dont la th6rapie genique et cellulaire. 

DESCRIPTION DE L'ART ANTERIEUR 
Pour des raisons anatomiques et biologiques, le sang et ses 

15 derives ont ete les premieres cellules transplantees. Les greffes de cellules 
hematopoTetiques ont connu un chemin semblable. Depuis une vingtaine 
d'annees, le transfert de cellules neuronales foetales est etudie comme 
approche therapeutique dans les pathologies neurodegeneratives comme la 
maladie de Parkinson et plus recemment dans la choree de Huntington. Les 

20 resultats cliniques sont coherents et montrent une nette amelioration. La limi- 
tation majeure de cette derniere approche est la source de cellules trans- 
plantees. En effet, le recours a des cellules neuronales foetales rend difficile la 
diffusion de ce type d'approches therapeutiques. Les autogreffes de keratino- 
cytes constituent une solution therapeutique dans les cas de brulures graves. 

25 Un avantage de ce systeme : la capacite des keratinocytes, principales 
cellules de Tepiderme, a etre cultivees ex vivo. Dans le meme ordre d'idee, 
des cartilages defectueux ont pu etre reconstruits par des chondrocytes 
amplifies en culture puis greffes sous arthroscopic. Des approches similaires 
encore tr§s experimentales sont aussi en cours pour des organes comme le 

30 pancreas et le foie. 

Ces donn6es, encore trap restreintes, demontrent le potentiel 
de la m6decine regen6ratrice par therapie cellulaire. Les limitations a 
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I'extension de ces approches sont de plusieurs natures. Pour etre capable de 
suppleer aux defaillances d'un tissu par therapie cellulaire il faut disposer de 
sources cellulaires repondant aux caracteristiques suivantes : 

les cellules doivent etre faciles 3 prelever ; 
5 - elles doivent survivre aux sites d'injection ; 

elles doivent presenter une bonne capacite de prolifera- 
tion et de colonisation ; 

elles doivent etre capables de se differencier pour obtenir 
un resultat fonctionnel. 
10 II existe done un besoin pour de nouveaux proc6des permet- 

tant d'obtenir des cellules souches aptes a etre utilisees, entre autres, dans le 
cadre de la regeneration et la reparation tissulaire par transplantation cellu- 
laire. 

SOMMAIRE DE L'INVENTION 

15 La presente invention propose un procede de preparation 

cellulaire repondant au besoin mentionne precedemment Plus particuliere- 
ment, la presente invention vise un procede de preparation cellulaire capable 
de preserver la diversite et la plasticite des cellules souches de vertebras 
provenant preferablement d'une biopsie tissulaire pour leur utilisation ulte- 
20 rieure dans le cadre d'une regeneration ou reparation tissulaire par trans- 
plantation dans un animal, tel un etre humain. 

L'invention vise de plus un milieu de culture defini, particulie- 
rement utile lors de la mise en oeuvre du procede de preparation cellulaire. 

La presente invention vise aussi la preparation cellulaire ou 
25 les cellules souches obtenues par le procede de preparation de Tinvention. 

La presente invention vise egalement I'usage de ces cellules 
souches obtenues par le proced6 de preparation propose dans des applica- 
tions therapeutiques, dont la therapie genique ou cellulaire. 

La presente invention vise aussi une composition cellulaire 
30 comprenant des cellules souches humaines ou animates obtenues selon le 
procede de preparation de l'invention. 
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La presente invention porte egalement sur un procede de 
preparation de cellules souches capables de reparer ou de regenerer in vivo 
des tissus ou des organes d'un vertebre. 

La presente invention porte aussi sur une m6thode de traite- 
5 ment, caracterisee par I'implantation de cellules souches animales autologues 
ou heterologues obtenues selon le procede de I'invention chez un animal. 

L'originalite de la presente invention porte sur le fait que, 
contrairement aux precedes de preparation cellulaire utilises dans le domaine, 
le proc6de de preparation de la presente invention permet : 
10 - d'extraire les cellules dans des conditions definies sans 

proline animale d'origine extractive, done dans des conditions sures du point 
de vue sanitaire ; 

de maintenir la viabilite cellulaire par I'utilisation de 
molecules anti-oxydantes et anti-apoptotiques ; 
15 - de preserver la diversite cellulaire ; 

de maintenir le potentiel de plasticite cellulaire ; 
de maintenir le potentiel de differenciation ; 
d'ameliorer I'implantation, la colonisation et la differencia- 
tion des cellules greffees ; et 
20 - de proceder a une transplantation des cellules sans avoir 

a passer par une etape d'expansion en culture in vitro. 

Par exemple, dans le procede de preparation cellulaire decrit 
dans Tarticle de Pouzet et at. (2000, Circulation. 102 : 1112210-5), il n'y a pas 
d'extraction ou d'isolement cellulaire selon un procede de digestion enzy- 
25 matique. Alternativement, le tissu musculaire est hache. De plus, il n'y a pas 
d'etape de preparation de cellules telle qu'entendue au sens de la presente 
invention. La conclusion de cette etude est d'ailleurs a I'effet qu'il ne serait pas 
possible de courtcircuiter la phase d'expansion en culture in vitro, la recupera- 
tion fonctionnelle telle que discutee dans Tarticle de Pouzet et ai dependant 
30 plutot du nombre de cellules. Selon le procede de Tinvention, le mode de 
preparation des cellules conduit avantageusement, sans expansion en culture 
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in vitro, a une colonisation tres importante ainsi qu'a une recuperation fonc- 
tionnelle rapide de I'organe traite. 

DESCRIPTION DES FIGURES 
Les Figures 1 a 5 sont des microphotographies illustrant la 

5 mise en evidence de cellules de muscle greffees dans le coeur de brebis. Les 
cellules ont ete obtenues par dissociation enzymatique d'une biopsie de 
muscle squelettique puis directement implantees, sans phase d'expansion en 
culture in vitro, dans le myocarde de la meme brebis (greffe autologue). La 
presence de cellules de muscle squelettique est revelee a I'aide de Tanticorps 

10 MY32 qui reconnait sp6cifiquement la chame lourde de myosine squelettique. 

La Figure 1 illustre la detection de cellules de muscle squelet- 
tique greffees avec I'anticorps MY32 par la presence, a Tinterieur de la paroi 
du myocarde, de zones de greffes massives (2 a 9 mm de diametre) ou de 
foyers discrets (barre d'echelle, 250 microns). 

15 La Figure 2 illustre Hmmmunodetection de cellules de muscle 

.4 

squelettique avec I'anticorps MY32. Dans la paroi du myocarde, les fibres 
marquees par I'anticorps MY32 sont generalement alignees avec le reseau de 
cardiomyocytes natifs. Certaines fibres sont intensement marquees alors que 
d'autres ne sont que faiblement marquees; les cardiomyocytes natifs ne sont 
20 pas marques (Barre d'echelle, 500 microns). 

La Figure 3 montre des cellules greffees se differencial en 
fibres musculaires et formant des sarcomeres organises (Barre d'echelle, 25 
microns). 

La Figure 4 illustre la specificite immunohistochimique de 
25 Tanticorps MY32. 

Coin superieur gauche : detection immunohistochimique avec 
Tanticorps MY32 dans le muscle squelettique de brebis. On note les fibres 
intensement marquees (« fast twitch ») (en brun fonce) et les fibres faiblement 
marquees (« slow twitch ») caracteristiques d'une biopsie musclulaire (barre 
30 d'echelle, 25 microns). 
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Coin superieur droit : detection immunohistochimique avec 
Tanticorps MY32 dans le myocarde de brebis greffe avec des cellules n'ayant 
pas subi de mise en culture in vitro (barre d'echelle, 25 microns). 

Coin inferieur gauche : temoin immunohistochimique negatif 
5 avec Tanticorps MY32 dans un cceur de brebis normal (barre d'Schelle, 250 
microns). 

Coin inferieur droit : temoin immunohistochimique negatif avec 
Tanticorps MY32 dans un coeur de brebis injecte avec du milieu seul (barre 
d'echelle, 250 microns). 

10 La Figure 5 illustre la co-detection de cellules de muscle 

squelettique greffees et de cardiomyocytes avec Tanticorps MY32 et un anti- 
corps dirige contre la connexine-43, proteine specifique aux « gap junctions » 
ou jonctions communicantes (points rouges). Cet essai n'a pas demontre la 
presence de connexine-43 & Tinterieur des cellules greffes ou entre les 

15 cellules greffees et leur microenvironnement. 

DESCRIPTION DETAIL LEE DE ^INVENTION 
La presente invention porte done sur la mise au point d'un 
proc6de de preparation de cellules souches animales ou humaines qui 
preserve la diversite et la plasticite de ces cellules provenant preferablement 

20 d'une biopsie tissulaire pour leur utilisation ulterieure dans le cadre d'une 
regeneration ou reparation tissulaire par transplantation directe des cellules, 
sans expansion en culture in vitro, ainsi preparees chez un animal ou chez 
Thomme. 

Ainsi, il est entendu que la preparation initiate provenant d'une 
25 biopsie tissulaire est heterogene ; par exemple, celle provenant d'une biospie 
de muscle squelettique peut contenir des myoblastes, fibroblastes, adipo- 
cytes, cellules nerveuses peripheriques, cellules endothelials et cellules de 
muscle lisse, en plus des cellules souches pluripotentes. 

i) Definitions 

30 Par « cellule souche », on entend les cellules qui ont a la fois 

la capacity de s'autorenouveler et la capacite de se differencier en diff6rents 
types de precurseurs cellulaires. 
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Par « diversite des cellules souches », on entend les cellules 
souches qui sont classees en fonction de leur stade de developpement et de 
leur origine tissulaire. Plus particulierement, on entend une classification de 
cellules souches embryonnaires ou adultes en fonction de leur origine tissu- 
5 laire, par exemple, les cellules souches de la peau ou neuronales ou du 
muscle. 

Par « plasticite des cellules souches », on entend la capacity 
pour ces cellules de traverser les frontieres de lignee, par exemple la capacite 
des cellules hematopoTetiques a se differencier en hepatocytes. 

10 Par « regeneration tissulaire », on entend la capacite a refor- 

mer un tissu soit par activation des cellules progenitrices du tissu (par 
exemple tissu de la peau, du foie, du coeur, de I'os ou de tissus nerveux), soit 
par transplantation directe, sans expansion en culture in vitro, de ces cellules 
progenitrices. Plus particulierement, il s'agit alors d'une neoformation tissu- 

15 laire. 

Par « reparation tissulaire », on entend une operation qui 
permet de pallier un deficit sans avoir recours a un processus de regenera- 
tion. La reparation tissulaire se traduit par un apport exogene de cellules qui 
peuvent etre differentes des cellules du tissu receveur. 
20 Par « transplantation cellulaire », on entend une operation qui 

se caracterise par un apport de cellules isolees. Cette transplantation peut 
etre effectuee, par exemple, par injection directement, sans expansion en 
culture in vitro, dans le tissu ou dans la circulation afferente. 

Par « animal », on entend tout organisme vivant qui peut etre 
25 sujet a une transplantation cellulaire, et ceci inclut les etres vertebras tels que 
notamment les etres humains, les animaux domestiques et sauvages, 
notamment les oiseaux. 

ii) Procede de preparation de cellules souches 

Un premier aspect de la presente invention vise un procede 
30 de preparation de cellules souches humaines ou animates. Ce procede 
consiste essentiellement en les etapes suivantes : 

a) Textraction cellulaire ; 
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b) la dissociation mecanique ; 

c) la dissociation enzymatique ; et 

le maintien des cellules dans un milieu specifique permettant de preserver la 
diversite et la plasticite, ledit procede excluant la mise en culture des cellules, 
5 c'est-a-dire une phase d'expansion en culture in vitro. 

Plus precisement, I'extraction cellulaire est obtenue tout 
d'abord suite a une biopsie pour fournir un fragment tissulaire, tel un fragment 
de muscle, de foie ou de peau. Par exemple, une biopsie musculaire est reali- 
see sous anesthesie locale suite a une incision ou encore a I'aiguille. Le 
10 fragment tissulaire ainsi obtenu est ensuite humidifie dans un milieu defini, tel 
le DME/202 en presence de facteurs protecteurs et de facteurs inhibant la 
differenciation cellulaire (Pinset et Montarras), (1994) Cell Biology: A labora- 
tory Handbook. Academic Press). 

Preferablement, le milieu defini est un milieu ci-apres nomme 
15 DPM (Diversity Protecting Medium) et comprend au moins : 

un milieu nutritif de base tamponne avec des tampons 
dependants ou independants de la concentration en C0 2 . Les milieux utilises 
sont, dans la plupart des cas, constitues d'un melange dans un rapport 1:1 de 
milieu de type DME et de type F12. Parmi ceux-ci on peut citer en exemple le 
20 melange DME/ F12 et DME/MCDB 202; 

un facteur protecteur, tel : 

> des anti-oxydants (acide ascorbique, N-acetyl cysteine) 

> des anti-caspases (Dose : environ 0,1 mU a 10 mU) 

> des protecteurs du metabolisme (L-Camitine) 

25 > des facteurs protecteurs des metaux (Transferrine) 

(Dose : environ 0,1 ug/ml a 100 pg/ml) 

des hormones tels glucocorticoTdes, insuline, acide 
retinoTque, hormone thyro'fdienne, mineralocorticoTdes, IGF1 ou IGF2 aux 
doses physiologiques allant preferentiellement de 10" 6 a 10" 9 M. 

30 - des facteurs inhibant la differenciation, tels : 

> les FGF (Fibroblast Growth Factors). Parmi les facteurs 
de la famille FGF, trois facteurs sont particulierement importants et jouent un 
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role simiiaire, soit FGF-2, FGF-6 et FGF-10. Chacun des facteurs de la famille 
FGF est employe a des concentrations allant preferentiellement de 0,1 a 100 
pg/ml. 

> I'EGF (Epidermal Growth Factor) (Dose : environ 
5 0,1|jg/ml a 100 [sg/ml) 

> le LIF (Leukemia Inhibitory Factor) (Dose : environ 0,1 
pg/ml a 100 yg/m\) [fraction non cellulaire du sang apres coagulation] 

> le serum est 6galement un facteur inhibant la 
differentiation et peut etre utilise a une concentration variant de 0 a 100 %. 

10 Ce milieu DPM ainsi defini est utilise lors du procede de 

preparation cellulaire. L'absence de fluide animal dans le milieu defini, comme 
le serum par exemple, permet de garantir une meilleure s6curite infectieuse 
contre des virus, prions, etc. et une meilleure reproductibilite du procede de 
Tinvention. Les prelevements provenant de biopsies sont maintenus soit a 

15 temperature ambiante, soit conserves, preferablement, entre 4 et 6°C dans le 
DPM pendant une periode n'excedant preferablement pas 48 heures. II est 
clair que la composition precise du DPM pourra varier en fonction du type de 
biopsie tissulaire. 

Lors de I'etape b) du procede, le fragment tissulaire maintenu 

20 dans le milieu DPM est d'abord emince jusqu'a I'obtention d'un homogenat 
cellulaire. Ceci est preferablement fait a I'aide de ciseaux chirurgicaux steriles 
mais tout autre outil semblable peut etre utilise. Par la suite, Textrait tissulaire 
homogene ou Thomogenat tissulaire est preferablement libere d'une partie 
des erythrocytes et des adipocytes grace a une etape de lavage et de centri- 

25 fugation par sedimentation douce de 1 a 10 g (Pinset et Montarras. 1994. Cell 
Biology : A Laboratory Handbook. Academic Press). 

A Tetape c) du proced6, Thomogenat tissulaire obtenu a 
Tetape b) est soumis a une digestion enzymatique pour optimiser la dissocia- 
tion cellulaire. Lors de cette etape du proc6de de Tinvention, des enzymes 

30 proteolytiques d'origine bacterienne, comme la collag£nase et/ou la pronase, 
sont preferablement utilisees. Toutefois, pour des raisons de securite sani- 
taire, on peut envisager Tutilisation de trypsine produite par g6nie genetique 
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ou de toute autre enzyme acceptable. Ces enzymes peuvent etre utilisees 
seules ou en combinaison a des concentrations variant, preferablement, de 
0,1 a 0,5%. 

A titre d'exemple non limitatif, on peut proceder comme suit, 
5 lors de la mise en oeuvre de I'etape c) du procede : 

le culot de fragments tissulaires obtenu a I'etape b) est 
suspendu dans du milieu DPM additionne de collagenase a une concentration 
finale de 0,4 g par 100 ml. La digestion enzymatique allant de 5 a 20 minutes 
peut etre repetee plusieurs fois. La temperature de la reaction enzymatique se 

10 situe preferablement entre 20°C et 37°C avec agitation externe. La digestion 
enzymatique a lieu preferablement en plusieurs etapes, et ce, jusqu'a cinq 
etapes. A chaque etape, les fragments et les cellules sont separes par centri- 
fugation menagee a 10 g. Le culot de fragments est alors resuspendu dans le 
milieu DPM additionne d'enzymes proteolytiques puis soumis a une nouvelle 

15 etape de digestion. Les cellules presentes dans le surnageant sont recoltees 
par centrifugation a 200 g et resuspendues dans du milieu DPM. On aboutit 
ainsi a une suspension cellulaire qui additionne les cellules extraites des diffe- 
rentes etapes de digestion. La suspension cellulaire est ensuite filtree sur filtre 
de nylon dont le diametre des pores est preferablement d'environ 34 microns, 

20 pour eliminer les fragments tissulaires. 

Ainsi, grace au procede de preparation de cellules souches 
selon la presente invention, il est possible, par exemple, de preparer de 
maniere sure et reproductible, sans expansion en culture in vitro, une suspen- 
sion cellulaire issue d'une biopsie musculaire qui maintient son potentiel de 

25 colonisation et de plasticite cellulaire. Par exemple, pour un gramme de tissu, 
il est possible de preparer de 1 x 10 6 a 2 x 10 6 cellules. L'efficacite des prece- 
des pour le maintien de la diversite et de la plasticite cellulaire est evaluee par 
des tests in vivo et des tests ex vivo. Dans les premiers, les suspensions 
cellulaires obtenues sont reintroduces dans I'animal apres un marquage. A 

30 titre d'exemple une molecule fluorescente comme la Green Fluorescente 
Protein sera employee. Le marquage cellulaire permet de suivre le devenir 
des cellules injectees dans I'organisme, d'analyser leur participation aux diffe- 
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rents tissus et la differenciation des cellules injectees. Dans les conditions ou 
Ton maintient la diversite et la plasticite, les cellules injectees participent a la 
neoformation de differents tissus comme le muscle squelettique et cardiaque, 
les vaisseaux, les tendons, le cartilage, I'os, le tissu hematopoTetique. Cette 
5 diversite et cette plasticite cellulaire est dependante du site d'injection souli- 
gnant rimportance de Tenvironnement dans le devenir cellulaire. 

Les tests ex vivo (en culture) permettent aussi de mesurer la 
diversite cellulaire et la plasticite cellulaire. Ceux-ci sont bases sur I'analyse 
clonale et sur la reponse a differents inducteurs de la differenciation. Parmi 
10 ceux-ci on peut citer : 

S des facteurs de croissance comme Tinsuline et les IGFs, 
les TGFs, les BMPs, le VEGF ; 

S des hormones comme les derives de I'acide retinoTque, 
les hormones thyroTdiennes, les glucocorticoTdes ; 
15 ✓ des facteurs de la matrice extracellulaire ; 

S des vitamines et agents permettant la mineralisation ; 
V les composants de la matrice extracellulaire. 
[.'identification cellulaire est faite par des analyses immuno- 
logiques k I'aide de coloration specifique et d'anticorps specifiques, qui 
20 permettent a la fois ('identification et la quantification et par I'analyse 
transcriptomique. 

Les approches complementaires in vivo et ex vivo permettent 
de mesurer la diversite et la plasticite cellulaire qualitativement et quantitati- 
vement et d'ainsi valider les conditions permettant le maintien de la diversite 
25 cellulaire et de la plasticite cellulaire. 

Les cellules ainsi preparees sans expansion en culture in vitro 
sont une source de cellules adequates pour la therapie cellulaire et peuvent 
etre soit reimplantees directement dans un organisme, soit conservees pour 
reimplantation ulterieure. 
30 Le procede de la presente invention peut comprendre une 

etape additionnelle, soit une etape de congelation. Cette etape optionnelle du 
procede offre les avantages suivants : 
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S conservation des prelevements tissulaires ; 
s dissociation entre la preparation de la biopsie et la 
reimplantation cellulaire ; 

V caracterisation biologique et sanitaire avant le reimplanta- 

5 tion cellulaire. 

A titre d'exemple non limitatif, on peut proc6der comme 
suit lors de cette etape de congelation : 

10 6 a 2 x 10 6 cellules provenant de 1 gramme de tissu sont 
mises en presence de milieu DPM additionne d'agents cryopreservatifs, tel le 
10 DMSO. Pour le DMSO, la concentration utilisee est preferablement de 10%. 
Dans ces conditions, les cellules sont maintenues a 20°C pour une periode de 

10 minutes puis la temperature est amenee lentement, en quelques heures, a 
moins 80°C. Finalement, les cellules sont transferees dans de I'azote liquide. 

11 est important de noter que ces conditions de conservation ont Tavantage de 
15 ne pas modifier les caracteristiques cellulaires. 

Avant de proceder a la transplantation cellulaire dans le cadre 
des futures applications cliniques, il peut etre preferable de caracteriser la 
suspension cellulaire obtenue par le procede selon la presente invention. 
Cette caracterisation peut etre entreprise au niveau proteique grace a 
20 I'utilisation de marqueurs cellulaires tels que : 

P-Cam comme marqueur de cellule endotheiiales ; 
N-Cam comme marqueur de cellule neuronales et 

musculaires; 

Actine de muscle lisse comme marqueur de cellules du 

25 muscle lisse ; 

GFAP comme marqueur de cellules gliales ; 
Myf5, Pax3 f Pax7, C-met et M-cadherine comme 
marqueurs de cellules musculaires ; 

Sca1+ f C-Kit, CD45 et CD34 comme marqueurs de 

30 cellules souches. 

Cette caract6risation peut egalement etre entreprise au 
niveau de la transcription par Tutilisation de biopuces contenant des oligo- 



WO 2004/003181 




PCT/FR2003/002010 



12 

nucleotides codant pour des genes cellulaires (par exemple, facteurs de 
transcription specifiques et facteurs de la machinerie du cycle cellulaire) 
permettant d'identifier les cellules de la suspension cellulaire. 

Conformement a Tinvention, lesdites cellules souches sont 
5 des cellules souches animates ou humaines choisies dans le groupe constitue 
par des cellules souches progenitrices d'un tissu. 

Egalement conformement a Tinvention, le tissu est choisi dans 
le groupe constitue par la peau, le foie, le coeur, Tos et les tissus nerveux. 
Hi) Utilisations therapeutiques 

10 Un deuxieme aspect de la presente invention vise Tusage 

d'une suspension cellulaire ou de cellules souches obtenues par le procede 
de Tinvention dans des applications therapeutiques, dont la therapie genique, 
suite a une transplantation de ces cellules chez un etre humain, par exemple. 
Plus particulierement, la presente invention propose d'utiliser les cellules 

15 preparees par le procede de Tinvention dans le cadre d'une reparation et/ou 
regeneration tissulaire par transplantation cellulaire sans expansion en culture 
in vitro. Les cellules ainsi preparees seront egalement utilisees comme 
vecteurs en therapie genique. 

Par exemple, les cellules souches adultes obtenues par le 

20 procede de preparation selon Tinvention peuvent servir dans le cadre d'une 
reparation de tissu osseux. Dans le cas present, il s'agit de transplanter 
directement, sans expansion en culture in vitro, les cellules sur un site de 
reparation osseuse. Dans ce micro-environnement particulier, les cellules ou 
certaines d'entre elles peuvent adopter le phenotype osseux et ainsi participer 

25 3 la reparation du tissu endommage. 

Le procede de preparation cellulaire de la presente invention 
peut 6galement fournir une suspension de cellules souches adultes de 
mammifere pouvant etre utilisee lors d'une restauration du potentiel hemato- 
poTetique. En effet, la capacite des cellules souches de biopsie musculaire a 

30 coloniser la moelle osseuse de souris irradiees et a contribuer a toutes les 
lignees h6matopoTetiques, oblige a considerer le potentiel reparateur des 
cellules de biopsie musculaire dans le cas, par exemple, de leucemies. 
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D'autre part, il est connu que les greffes de cellules muscu- 
laires cultivees, dans le muscle sont peu efficaces et caracterisees par une 
mort massive des cellules reimplantees dans les heures qui suivent leur injec- 
tion. II est par consequent propose que le procede de preparation de cellules 
5 souches selon I'invention qui ne comporte pas de phase d'expansion en 
culture in vitro peut contribuer a la reparation du tissu musculaire. Les cellules 
contenues dans la suspension pourront repondre aux micro-environnements 
et ainsi restaurer des fonctions ou reparer le tissu musculaire. 

En consequence, 1'invention a 6galement pour objet 
10 I'utilisation des cellules souches humaines ou animates obtenues selon le 
proced6 selon 1'invention, pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement de maladies par th§rapie cellulaire ou therapie genique. 

La pr6sente invention a, en outre, pour objet, une cellule 
souche obtenue selon le procede selon I'invention. 
15 La presente invention a egalement pour objet une methode de 

traitement comprenant une etape d'implantation de cellules souches animates 
autologues ou heterologues obtenues selon le procede selon I'invention chez 
un animal ou chez I'homme. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
20 cellulaire comprenant des cellules souches humaines ou animates obtenues 
selon le procede selon I'invention. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de ladite 
composition, les cellules souches ont une capacite de colonisation et une 
capacite a permettre une recuperation fonctionnelle. 
25 EXEMPLE 

L'exemple qui suit sert & illustrer Tetendue de I'utilisation de la 
presente invention et non a limiter sa portee. Des modifications et variations 
peuvent y etre effectuees sans que Ton echappe ^ Tesprit et a la portee de 
I'invention. Bien que Ton puisse utiliser d'autres m6thodes ou produits 6qui- 
30 valents a ceux que Ton retrouve ci-dessous pour tester ou realiser la presente 
invention, le materiel et les methodes preferes sont decrits. 
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Exemple 1 : Reparation du tissu cardiaaue 
Introduction 

A la difference du muscle squelettique, le tissu cardiaque ne 
possede pas a I'etat adulte de cellules souches capables de reparer ce tissu 
5 apres une lesion. De ce fait, I'ischemie cardiaque est toujours accompagnee 
d'une insuffisance de contraction qui, si importante, conduit a I'insuffisance 
cardiaque. L'objectif de la therapie cellulaire dans cette indication est de 
restaurer la fonction de contraction. Des experiences dans ce sens ont ete 
conduites chez I'Homme avec comme source de cellules, des cellules 

10 musculaires amplifiees en culture. Cette premiere demarche montre la faisa- 
bilite de I'approche, mais aussi, certaines limitations de la strategie adoptee. 
L'amplification d'un grand nombre de cellules musculaires dans des milieux 
comprenant des fluides animaux tel le serum de veau foetal, et leur trans- 
plantation dans un tissu heterotypique sont des operations a la fois lourdes et 

15 non sans danger sanitaire potentiel (contaminants viraux, prions, etc.). La 
limitation essentielle de ce procede reside dans le fait que les cellules ainsi 
injectees ont une plasticite restreinte qui ne donnent que des cellules muscu- 
laires squelettiques. Le procede de preparation de cellules souches de la 
presente invention sans phase d'expansion en culture in vitro evite 

20 I'appauvrissement de la diversite cellulaire par la culture. 

Description de la transplantation cardiaque chez la brebis 

Protocole anesthesiaue : premedication avec du midazolam, 
induction a I'aide d'etomidate, intubation tracheale et ventilation a pression 
positive avec de I'isoflurane dans 100% d'oxygene. La surveillance est assu- 

25 ree par electrocardioscopie, pression arterielle invasive, capnographie. 
Analgesie postoperatoire avec de la bupivacame (bloc intercostal lors de 
thoracotomie), morphine et de la flunixine meglumine. 

Biopsie du muscle sauelettiaue : Une biopsie du muscle 
squelettique (approximativement 10 g) est explantee sterilement a partir des 

30 biceps femoraux gauches de chaque brebis. Le tissu ainsi preleve est main- 
tenu dans du DMEM (SIGMA) ou du DPM, tel que defini ci-dessus, a tempe- 
rature de la piece jusqu'a digestion mecanique ou enzymatique. La plaie de 
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I'animal est refermee de la facon habituelle. Les animaux recuperent pendant 
environ trois heures, puis sont re-anesthesies lorsque les cellules sont pretes 
a §tre reimplantees. 

Extraction des cellules musculaires : Les explants de muscle 
5 squelettique sont peses puis laves dans du DMEM ou du DPM. Le tissu 
adipeux et fascia sont retires et le muscle est emince aux ciseaux jusqu'a 
I'obtention d'un homogenat tissulaire. Les fragments de muscle sont ensuite 
sedimentes dans du DMEM ou du DPM a 300 rpm pendant 2 minutes puis 
debarrass6s du surnageant. 

10 Afin de liberer les cellules satellites, les fragments de muscle 

sont incubes a 37°C avec agitation dans 10 mL de DMEM ou de DPM addi- 
tionne de 0,4% (PA/) de collagenase (Type IA, SIGMA) brute. Apres 20 
minutes, les fragments sont centrifuges a 300 rpm pendant 2 minutes. 

Le surnageant contenant les cellules isotees est conserve 

15 dans du DMEM a 20 % (VA/) de serum de veau foetal ou du DPM. Le culot 
subit jusqu'a quatre digestions supplementaires (Pinset, C. et Montarras, D. 
Cell Systems for Ex-vivo Studies of Myogenesis : A Protocol for the Isolation 
of Stable muscle cell populations from newborn to adult mice dans Cell 
Biology : A Laboratory Handbook ; deuxteme edition e. J. F. Celis, Academic 

20 Press; 1998). 

Les cellules extraites sont ensuite filtn§es sur un filtre de nylon 
avec pores de 250 urn de diametre (Polylabo SA). Les cellules ainsi prepa- 
res ne subissent pas de phase d'expansion en culture in vitro. 

Marauaae des cellules : Afin de marquer leurs rioyaux, les 

25 cellules sont resuspendues dans 10 mL de DMEM sans serum contenant 25 
}xg/mL de 4'-6-diamino-2-phenylindole (DAPI, SIGMA) pendant 10 minutes ou 
du DPM dans les memes conditions. Les cellules sont rincees quatre fois 
dans du DMEM ou du DPM afin d'enlever le DAPI. Les cellules mono- 
nucleees sont denombr6es avec une cellule de numeration sous microscopie 

30 a fluorescence. La preparation cellulaire est ensuite resuspendue dans 1 ,2 mL 
de DMEM ou de DPM sans serum et conservee a 4°C jusqu'a I'implantation 
sans subir de phase d'expansion en culture in vitro. 
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Greffe cellulaire : Les brebis prealablement anesthesiees 
selon la methode decrite ci-dessus sont placees en decubitus lateral droit 
pour une thoracotomie gauche sur le 5eme espace intercostal. Apres peri- 
cardiotomie et suspension du pericarde, les cellules dans du DMEM ou du 
5 DPM sont injectees (0,1 mL par site) a I'aide d'une seringue a insuline 
connectee a un epijet 27 G, sur 10 zones du ventricule gauche. Une carto- 
graphie des vaisseaux coronaires est etablie pour reperer les sites d'injection 
dans le myocarde. Des points de sutures epicardiques de reperage sont reali- 
ses pour au moins deux injections. Le thorax est referme de la maniere habi- 
10 tuelle et les animaux recuperent sous regime anaigesique (morphine a 0,5 
mg/kg IM BID, flunixine 1 mg/kg IM une fois) jusqu'au lendemain inclusive- 
ment. 

Cultures cellulaires temoins : Afin de confirmer la presence de 
cellules precurseurs du muscle dans la preparation cellulaire, un echantillon 

15 de 100 jxL de la suspension cellulaire est ensemence dans une boTte de 
culture contenant du DMEM ou du DPM avec serum de veau foetal. Les 
cellules sont maintenues a titre de temoin dans une atmosphere a 5% de 
C0 2 . Trois a sept jours suivant I'ensemencement, les cellules servent a une 
immunodetection du facteur de regulation specifique MyoD (DAKO) telle que 

20 decrite par Montarras, D. et a/. (Cultured Myf5 Null and MyoD Null Muscle 
Precursor Cells Display Distinct Growth Defects. Biol Cell 2000 ;92 :565-72). 
Resultats 

La procedure d'injection cellulaire n'a pas d'effet serieux sur 
les animaux. Une arythmie ventriculaire survient lors de Tinsertion de I'aiguille 

25 et lors de I'injection des cellules mais se resorbe lorsque I'aiguille est retiree. 
Le denombrement des cellules permet de determiner I'injection de 1 .7 +/- 0.3 
x 10 7 cellules mononucleees marquees au DAPI. 

L'expression de la chaTne lourde de la myosine squelettique 
(MY32) est detectee a 3 semaines post-implantation dans 8 animaux sur 8, ce 

30 qui confirme la survie cellulaire et l'expression myogenique des cellules 
implantees. De larges surfaces de greffon (de 2 a 9 mm de diametre) ou de 
discrets foyers sont observes a I'interieur de la parol du myocarde (Figure 1 ). 
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Des cellules isolees sont aussi observees dans le tissu adipeux du pericarde. 
A I'interieur de la paroi du myocarde, les fibres positives pour I'expression de 
MY32 sont g6neralement alignees avec des cardiomyocytes natifs. Certaines 
de ces fibres sont fortement marquees a Tanticorps dirige contre MY32, alors 
5 que d'autres ne sont que faiblement marquees (Figure 2). Ces fibres ne sont 
pas couplees electro-mecaniquement entre elles ou avec les cardiomyocytes 
natifs tel que demontre par immunohistochimie negative a la connexine-43. 

Les cellules implantees developpent des sarcomeres organi- 
ses et presentent soit une morphologie allongee caracteristique de myotubes 
10 multinuclees fusionnes, soit une morphologie qui demeure mononucleee 
(Figure 3). Ces cellules du muscle squelettique possedent des noyaux obser- 
ves en peripherie ou au centre. Une fibrose de remplacement et des regions 
presentant des cellules mononucleees de la reponse inflammatoire sont aussi 
observees. 

15 Aucun marquage au DAPI n'est observe dans les coeurs 

explantes. Ceci peut etre dO a une division cellulaire active entraTnant une 
dilution du DAPL En effet, dans les cultures cellulaires servant de temoins, le 
DAPI devient indetectable apres 6 a 8 doublements de population cellulaire. 

Les boTtes de culture servant de temoins sont observees 

20 quotidiennement. L'immunodetection du facteur de regulation specifique du 
muscle squelettique MyoD montrent qu'approximativement 50% des cellules 
en culture sont des cellules precurseurs du muscle squelettique. Quand on 
permet aux cellules de fusionner, toutes les cellules montrent de nombreux 
myotubes une semaine suivant Tensemencement 

25 Bien que des modes de realisation preferes de Tinvention 

aient ete decrits en details ci-dessus et illustres dans les dessins annexes, 
I'invention n'est pas limitee a ces seuls modes de realisation et plusieurs 
changements et modifications peuvent y etre effectues par une personne du 
metier sans sortir du cadre ou de Tesprit de invention. 



30 
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REVENDICATIONS 

1°) Procede de preparation de cellules souches humaines ou 
animates, caracterise en ce qu'il consiste essentiellement en : 

I'extraction cellulaire 
5 la dissociation mecanique 

la dissociation enzymatique 

le maintien des cellules obtenues dans un milieu de 
culture specifique permettant de preserver la diversite et la plasticite, 
ledit procede excluant la mise en culture des cellules. 
10 2°) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 

ledit milieu de culture specifique comprend au moins : 



quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que lesdites cellules 
souches sont des cellules souches animates ou humaines choisies dans le 
groupe constitue par des cellules souches progenitrices d'un tissu. 



tissu est choisi dans le groupe constitue par la peau, le foie, le coeur, I'os et 
les tissus nerveux. 

5°) Utilisation des cellules souches humaines ou animates 
obtenues selon le procede de Tune quelconque des revendications 1 a 4 pour 
25 la preparation d'un medicament destine au traitement de maladies par thera- 
pie cellulaire ou therapie genique. 

6°) Cellule souche obtenue selon le procede de Tune 
quelconque des revendications 1 a 4. 

7°) Methode de traitement comprenant une etape 
30 d'implantation de cellules souches animates autologues ou heterologues 
obtenues selon le procede de Tune quelconque des revendications 13 4 chez 
un animal. 



15 



a) un milieu nutritif; 

b) un facteur protecteur; 

c) des hormones; 

d) des facteurs inhibant la differentiation. 

3°) Procede de preparation de cellules souches selon Tune 



20 



4°) Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que le 
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8°) Composition cellulaire comprenant des cellules souches 
humaines ou animales obtenues selon le procede de Tune quelconque des 
revendications 1 a 4. 

9°) Composition selon la revendication 8, caracterisee en ce 
5 que les cellules souches ont une capacite de colonisation et une capacite a 
permettre une recuperation fonctionnelle. 
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